USO DE LA MICOSTATINA EN EL AISLAMIENTO DE
LACTOBACILLUS PLANTARUM

NorperRTO J. PALLERONI ¥

SUMMARY. Mycostatine can be used in selective media for the isolation
of Lactobacillus plantarum from the brine of fermented olives. The antibiotic
inhibits the growth of film yeasts at low concentration, and it does not seem
to interfere with the normal lactic acid fermentation.

Even though the antibiotic is somewhat unstable, its action lasts long
enough in the media to make it possible the isolation of the slow growing
lactic acid bacteria.

La elaboracién de aceitunas “tipo espafiol” consiste en la elimi-
naci6n del sabor amargo de los frutos por tratamiento con Alcali, y
en sumergir los frutos desamarizados en salmuera, donde el azlicar
que difunde de los mismos no tarda en sufrir fermentacién lactica.
El 4cido lactico producido difunde a su vez a fa pulpa de las aceitu-
nas y les imparte sabor agradable.

La especie bacteriana mds importante en esa fermentacion es
Lactobacillus plantarum, pero dado que una gran ptoporcion de gér-
menes de esta especie es eliminada por el tratamiento con lejia y los
lavados, desarrolla una microflora muy variada, particularmente en
las etapas iniciales. Asi, VAUGHN y colaboradores (1) reconocen tres
periodos en la fermentacién. Durante el primero, mientras ocurre la
difusién de las sustancias contenidas en el fruto hacia la salmuera,
desarrollan una serie de gérmenes, algunos de los cuales son poten-
cialmente causales de alteraciones de las aceitunas elaboradas. Leuco-
nostoc mesenteroides pone fin al primer periodo y comienza a acu-
mular acido lictico, hasta que Lactobacillus plantarum y L. brevis
desarrollan finalmente y predominan en la fermentacion.

Por consiguiente, la fermentacién lactica es iniciada por Leuco-
nostoc mesenteroides, segan los autores mencionados. En nuestro pais
no patece ocurrit lo mismo. MERZARI y MOLINA (2) describieron el
proceso de elaboracién y realizaron estudios microbiolégicos de las
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salmueras en fermentacién, no habiendo podido demostrar Ia presen-
cia de la especie mencionada. En un niimero de aislamientos realiza-
dos en este laboratorio, tampoco hemos podido encontrar Leuconostor
por siembras en cajas de Petri con agar de agua de levaduras gluco-
sada o en el medio recomendado por SounNs y colaboradores (3).

Diversos autores preconizan el agregado de cultivos puros de
L. plantarum a las salmueras bajo la forma de un pie de cuba.
Crugss (4) llega a la conclusién de que tal agregado es beneficioso
y que el producto obtenido en fermentaciones de ese tipo es de mejor
sabor y calidad. A la misma conclusién llegaron VAUGHN y colabo-
radores (1). En la Argentina, MERZARI y MOLINA (2) también uti-
lizaron el método del agregado de pie de cuba con 6ptimos resulta-
dos, y consideran recomendable la practica desde el punto de vista
técnico.

Para el aislamiento de Lactobacillus plantarum, lo mas recomen-
dable es partir de una salmuera de aceitunas en activa fermentacién,
y efectuar siembra en cajas de Petri por el método de estrias en
supetficie. Ese procedimiento presenta, no obstante, Ia desventaja
de que las colonias de bacterias lacticas son a menudo tapadas por el
desarrollo mas rapido de las levaduras que forman velo en la super-
ficie de las salmueras durante la fermentacién. En la figura 1 puede
verse una caja de Petri conteniendo el medio de agar de agua de
levaduras autolizadas preparado de acuerdo a ORLA-JENSEN (5), con
dos por ciento de glucosa, sembrada con una muestra de una sal-
muera en fermentacién normal. Las colonias mais pequefas, de aspecto
puntiforme, corresponden en su mayoria a L. plantarum y las otras
colonias mayores, tanto lisas como de superficie plegada, correspon-
den a levaduras.

MERzARI y MOLINA (2) mencionan en su trabajo el uso de anti-
sépticos tales como el aceite esencial de hinojo (y de su principio
activo, el anetol) y del timol para inhibir el desarrollo de la leva-
dura superficial sin afectar a las bacterias lacticas, En una comunica-
cidn posterior (G), estos autores dan los resultados de estudios acerca
del efecto de esos antisépticos sobre la levadura: dosis entre 0,4 y
0,8 por mil del aceite de hinojo (o unas diez veces menos de timol)
inhiben a las levaduras. '

En la presente comunicacion se dan los resultados obtenidos por
el uso del antibidtico Ilamado fungicidina, nistatina o micostatina,
descubierto en 1951 por HAZEN y BROwN en Strepromyces noursei
(7). El antibiético tiene una marcada accién antifungica, y a la vez
una toxicidad relativamente baja, razones que hacen que el mayor
volumen de literatura sobre el particular se refiera principalmente a
sus aplicaciones en medicina. No obstante, se ha ensayado su uso en
enologia (8, 9), campo en el cual ofrece algunas posibilidades inte-
resantes.
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Nosotros hemos ensayado una muestra gentilmente suministrada
por la firma Mathieson-Atanor. De acuerdo a datos suministrados
por la misma (10), cada miligramo de la droga corresponde a unas
3000 unidades valoradas segin un método que consiste en esta-
blecer la accién antibiética sobre una cepa determinada de Saccha-
romyces cerevisiae. La figura 2 muestra el efecto del agregado de
unas 10 unidades por mililitro a agua de levaduras glucosada, en la
cual se ha sembrado una pequefia cantidad de una salmuera en fer-
mentacién. Por comparacién, a la izquierda se ve un tubo sembrado
que no ha recibido el antibi6tico y que muestra abundante desarrollo
de levadura en superficie.

El antibiético puede ser agregado en considerable exceso sin
afectar el desarrollo de las bacterias lacticas. En las figuras 3 y 4 se
muestran dos cajas de Petri en las cuales se ha sembrado el sedimento
de un centrifugado de salmuera, enriquecido en bacterias lacticas

Arriba, izquierda a derecha, Fig. 1, Fig. 2. - Abajo, izquierda a derecha,
Fig- 3; Flg. 4,
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por agregado de un velumen de cultive puro de L. plantarum. En la
figura 3 se ve el resultado de la siembra en el medio sin agregados,
y en la figura 4, el aspecto de una caja que ha recibido un exceso de
micostatina. Una pizca de la droga, que cortespondia aproximada-
mente a 1 miligramo, fue depositada en la caja estéril, y luego se volco
el agar fundido y entibiado, agitando para homogeneizar. Puede
notarse que el desarrollo de hongos y levaduras fue inhibido total-
mente, y en la caja aparecen pura y exclusivamente las colonias peque-
fias de las bacterias lacticas.

En ensayos realizados con 3,6, 7,2, 18, 36 y 72 unidades pot
mililitro en agua de levaduras con dos por ciento de glucosa, en
recipientes sembrados con igual cantidad de células de L. plantarum
a partir de un indculo preparado 24 hotas antes, la acidez lactica
producida al cabo de 36 horas fue esencialmente igual en todos los
casos (de 0,42 a 0,45 g. de acido lactico por 100 ml. de medio de
cultivo). Alrededor de 8 unidades por ml. resultan inhibitorias para
Saccharomyces cerevisiae y para especies del género Candida, segin
los informes mencionados. ‘

No tenemos noticia de que se haya utilizado el antibiético para
el objeto descripto. Sélo hemos encontrado una referencia en la lite-
ratura sobre el uso de micostatina en medios de cultivo de tejidos
(11). En nuestra opini6n, la micostatina puede ser un auxiliar de
valor en el aislamiento de las bacterias lacticas homofermentativas,
que desatrollan en forma relativamente pobre en la superficie de los
‘medios de cultivo, y no pueden competir con las levaduras que fre-
cuentemente estan asociadas con ellas en la naturaleza. Comparado
con el aceite esencial de hinojo o con el timol, el antibitico resulta
mas activo a igualdad de peso. Asi, segin MERzART Y MoLINA (2),
(400 a 800 mg. de aceite de hinojo por litro de medio, o 40 a 80 mg.
de timol por litro, inhiben a la levadura superficial. Con 3 mg. por
litro de micostatina se lograrian los mismos resultados.

En el informe suministrado por los donantes de la micostatina
(10) se menciona la inefectividad de la micostatina sobre el coliba-
cilo. MErzARI ¥ MoLina (12) encontraron inhibicién de Aerobacter
aerogenes usando aceite de hinojo y timol. Desde ese punto de vista,
y también por su inestabilidad marcada, la micostatina no parece tan
conveniente como antibiético en las condiciones de la industria, en
compatacién con los antisépticos mencionados.

RESUMEN
La micostatina puede ser usada en medios selectivos para el ais-

lamieato de Lactobacillus plantarum a partir de salmueras de aceitu-
nas fermentadas. El antibiético inhibe el desarrollo de las levaduras
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formadoras de pelicula a concentraciones bajas, y no parece interferir
con la fermentacidn lictica normal.

Aun cuando el antibidtico es algo inestable, su accién dura lo

suficiente en los medios como para hacer posible el aislamiento de
las bacterias lacticas, de desarrollo lento.
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